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摘要 目的: 建立液相色谱 － 串联质谱法( LC － MS /MS) 测定 Beagle 犬血浆中黄体酮含量。方法: 取 Beagle 犬血浆样品，加入

适量内标( 炔诺酮) ，用液相萃取技术，经超高效液相色谱分离。色谱柱: Agilent ZORBAX － SB C18分析柱( 150 mm × 2. 1 mm，5

μm) ; 保护柱: Agilent C18分析柱( 10 mm ×2. 1 mm，5 μm) ; 流动相: 甲醇 － 0. 1%甲酸水溶液( 90∶ 10) ; 流速 0. 2 mL·min －1。采

用 APCI 离子化 － 串联质谱多离子反应监测( MRM) 模式进行检测，放电电流( NC) = 3. 00，雾化气( GS1 ) = 30. 00，辅助气

( GS2) = 50. 00，气帘气( CUR) = 30. 00，温度( TEM) = 350. 00，碰撞活化裂解( CAD) = Medium( 以上单位均为仪器单位) ，离

子选择通道分别为 m/z 315. 0 /109. 2( 黄体酮) 和 m/z 299. 0 /109. 1( 内标) 。结果: 黄体酮血浆浓度在 0. 5 ～ 25 ng·mL －1 范围

内线性关系良好( r = 0. 9991) ，日内和日间精密度试验的 RSD 均小于 7. 5 %，方法回收率为 91. 8% ～ 100. 7%，提取回收率为

84. 2% ～ 91. 5%，最低定量限为 0. 5 ng·mL －1，最低检测限为 0. 2 ng·mL －1。结论: 该方法专属性强，灵敏度高，准确性好，适

用于 Beagle 犬血浆中黄体酮含量的测定，可应用于黄体酮制剂生物等效性研究。
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Abstract Objective: To establish a liquid chromatography － tandem mass spectrometry ( LC － MS /MS) method
for the quantitative of progesterone in Beagle dog’s plasma． Methods: The Beagle plasma sample，and additional
internal standard ( norethisterone) ，were treated with liquid － liquid extraction and separated by UPLC． Column:

Agilent ZORBAX － SB C18 ( 150 mm ×2. 1 mm，5 μm) ; guard column: Agilent C18 ( 10 mm × 2. 1 mm，5 μm) ; mo-
bile phase: methanol － 0. 1 % formic acid solution( 90∶ 10) ; flow rate: 0. 2 mL·min －1 ． Sample was analyzed by at-
mospheric pressure chemical ionization ( APCI ) applying MRM scan type． NC = 3. 00，GS1 = 30. 00，GS2 =
50. 00，CUR =30. 00，TEM =350. 00，CAD =Medium． The selected ions for mass monitoring were m/z 315. 0 /109. 2
( progesterone) and m/z 299. 0 /109. 1 ( norethisterone，internal standard) ． Results: The linear range of progesterone
was 0. 5 －25 ng·mL －1 ． Within day RSD and day to day RSD were both less than 7. 5% ． The method recovery and
extraction recovery of the assay were 91. 8% － 100. 7% and 84. 2% － 91. 5% respectively． The detection limit was
0. 2 ng·mL －1 ． Conclusion: The established method of LC －MS /MS determining the concentration of progesterone in
plasma has the characteristic of strong specificity，high sensitivity and good accuracy，suitable for quantitation of pro-
gesterone in Beagle plasma and can be applied to bioequivalence studies of progesterone preparation．
Key words: progesterone; LC － MS /MS; APCI; plasma drug concentration; acthisteron blood plasma sample; phar-
macokinetics
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黄体酮( progesterone) 是由卵巢黄体分泌的 1 种 天然孕激素，与雌激素一起参与下丘脑 － 垂体卵巢轴
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的调节，精细地介入排卵性月经周期，能促进子宫黏

膜的增殖分泌，完成受孕准备，有保胎作用，同时对成

年女性因黄体分泌功能不良引起之疾病有一定疗效。
常用于月经失调、先兆流产、习惯流产、经前期综合

征、功能失调性子宫出血等疾病治疗［1 ～ 4］。另外，牛

芝兰等在临床实践中发现黄体酮用于慢性前列腺肥

大和慢性宫颈炎，慢性附件炎也有一定疗效［5］。近年

来的深入研究还发现，黄体酮不单只是用于治疗妇产

科的疾病，临床上还可用于治疗顽固性腹水、睡眠呼

吸暂停综合征、慢性呼吸衰竭、输尿管结石、肾绞痛以

及绝经后妇女的骨质疏松症等疾病［6 ～ 11］。
由于黄体酮在实验动物体内含量很低，均在 ng

级，采用 HPLC 法很难检测其体内浓度，生物样品中

黄体酮含量的测定方法以放射免疫法为主，测定时，

黄体酮与其代谢物及多种结构相似的甾体激素有交

叉免疫反应［12］。液相色谱 － 质谱联用技术( LC －
MS) 在选择性、灵敏度、相对分子质量测定和提供结

构信息等方面具有明显的优势，能够同时获得可靠

的定性定量结果，因而已经被广泛应用于药物在生

物体内的吸收、分布和代谢研究( 包括代谢物的结

构确定及定量) ［13］。应用 HPLC － MS 联用技术可

获得复杂混合体中单一成分的质谱图，大大有利于

药物，药物代谢物和内源性化合物的分离与鉴定; 药

物发生代谢转化后，一般仅在母体药物的结构基础

上进行部分结构修饰，因此代谢物与母体药物常有

相似的质谱特征离子，据此可对代谢物进行识别，并

结合其他碎片特征，对其结构作出合理推断［14］。体

内中的黄体酮的测定受 5α － 孕烷 － 3，20 － 二酮、11
－ 脱氧皮质酮或 17α － 羟孕酮( 17 － OHP) 等不同甾

体的影响而发生交叉反应。为了克服这些问题，可

以利用 HPLC － MS /MS 方法分离这些甾体，对体内

的黄体酮药物含量进行评价［15］。
本文建立的 UPLC － Q － TRAP 检测方法具有灵

敏度高，专属性强，准确性好的特点。为进一步研究

比较黄体酮肌肉注射，口服给药及经皮给药等几种

剂型在体内药代动力学参数和进行黄体酮体内吸收

评价奠定基础。
1 仪器、试药及动物

Q － TRAP 4000 液相色谱 － 质谱 － 质谱联用仪

( AB Applied Biosystems) ，含自动进样器、柱温箱、大
气压化学离子化接口( APCI) ; Agilent 1200 G1311A
超高效液相色谱仪; HSC － 12A 氮吹仪( 北京赛多利

斯仪器厂) ; SK － 1 型快速混匀器( 金蝉市医疗仪器

厂) ; TGL －16B 高速离心机( 上海安亭科学仪器厂) 。

黄体酮对照品( 中国药品生物制品检定所) ; 内

标物炔诺酮( 中国药品生物制品检定所) ; 甲醇为色

谱纯; 水为超纯水; 其他试剂均为分析纯。黄体酮胶

囊( 商品名琪宁，国药准字 H20031099，标示量 100
mg，批号 20080424，浙江爱生药业有限公司) 。

Beagle 犬，4 只，雌性，体重( 10 ± 2 ) kg，由新疆

医科大学第一附属医院实验动物中心提供，许可证

号: SCXK( 新 2018 － 0001 ) 。试验前 2 周摘除两侧

卵巢。
2 色谱条件及质谱参数

色谱柱: Agilent ZORBAX － SB C18 分析柱( 150

mm ×2. 1 mm，5 μm) : 保护柱: Agilent C18分析柱( 10
mm ×2. 1 mm，5 μm) : 流动相: 甲醇 － 0. 1 % 甲酸水

溶液( 90∶ 10) : 流速 0. 2 mL·min －1 : 进样体积为 10
μL，室温操作。

离子源为 APCI 源，放电电流( NC) = 3. 00，雾

化气( GS1) = 30. 00，辅助气( GS2 ) = 50. 00，气帘气

( CUR) = 30. 00，温度( TEM) = 350. 00，碰撞活化裂

解( CAD) = Medium( 以上单位均为仪器单位) ，正离

子方 式 检 测，扫 描 方 式 为 多 离 子 反 应 监 测 模 式

( MRM) ，用于监测的离子为 m/z 315. 0 /109. 2( 黄体

酮) ，m/z 299. 0 /109. 1 ( 炔诺酮，内标) 。黄体酮和

炔诺酮的二级质谱图见图 1。
3 储备液的配制

3. 1 黄体酮对照品溶液 精密称取黄体酮对照品

适量，加甲醇溶解并稀释制成浓度为 1 mg·mL －1的

储备液。将黄体酮储备液用甲醇稀释，配制浓度为

2. 5，5，10，25，50，125 ng·mL －1 的黄体酮对照品溶

液，备用。
3. 2 内标储备液 精密称取炔诺酮对照品适量，加

甲醇溶解并稀释制成浓度为 1 mg·mL －1的储备液，

并用甲醇稀释，配制浓度为 500 ng·mL －1的炔诺酮

对照品溶液，备用。
4 血浆样品前处理与测定

取血浆 500 μL，加入内标溶液( 500 ng·mL －1 )

10 μL，乙 醚 1. 0 mL，涡 旋 混 合 提 取 3 min，离 心

( 4500 r·min －1，10 min) ，吸取上清液 800 μL，再在

残留液中加入乙醚 1. 0 mL，涡旋混合提取 3 min，离

心( 4500 r·min －1，10 min) ，吸取上清液 700 μL，合

并 2 次得到的上清液转移至 1. 5 mL 离心管中，N2流

挥干，残渣加入甲醇 200 μL，涡旋混合 3 min 使其溶

解，10000 r·min －1离心 5 min，吸取上清液，微孔滤

膜过滤，精密吸取滤液 10 μL 进样，按“2”项下条件

测定。
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图 1 黄体酮( A) 与炔诺酮( B，内标) 二级质谱图

Fig 1 MS /MS spectra of progesterone( A) and norethisterone( B，internal standard)

5 方法学考察

5. 1 专属性试验 取黄体酮对照溶液 100 μL，N2

流挥干，加至 Beagle 犬空白血浆 500 μL 及内标溶液

10 μL 中，即得含有内标物及黄体酮的标准血浆。
按“4”项下方法处理并测定，考察内源性物质及内

标物与黄体酮的分离专属性。在选定的测定条件

下，内源性成分无干扰，内标物与待测成分保留时间

分别为 4. 2 min 和 5. 3 min，由于两者提取的离子通

道不同，可较好地分离检测。空白血浆、空白血浆加

对照品及内标、口服给药样品色谱图见图 2。
5. 2 线性关系考察 取黄体酮对照品溶液 100

μL，N2 流挥干，加入精密量取的犬空白 血 浆 500

μL，制备内标浓度为 10 ng·mL －1，黄体酮浓度分别

为 0. 5，1，2，5，10，25 ng·mL －1 的标准血浆，按“4”

项下方法处理，并测定和分析，记录峰面积比 As /Ai，

以 As /Ai 对浓度 C 进行线性回归，计算血浆标准曲

线。血浆中黄体酮浓度在 0. 5 ～ 25 ng·mL －1 范围

内，与峰面积比呈良好线性关系，标准曲线方程为:

As /Ai = 0. 7621 + 1. 029C r = 0. 9991
以信噪比 S /N =3 计，黄体酮最低检测浓度以信嗓比

S /N =10 计，为 0. 2 ng·mL －1。黄体酮最低定量限为

0. 5 ng·mL －1。
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图 2 空白血浆样品( A) 、黄体酮血浆浓度为 1 ng·mL －1 的模拟生

物样品( B) 、口服给药样品( C) 色谱图

Fig 2 Typical chromatograms of blank plasma( A) ，blank plasma + proges-

terone + internal standard( B) and plasma sample after administration( C)

5. 3 方法回收率及精密度试验 照“5. 2”项下方

法制备标准血浆，使其内标物浓度为10 ng·mL －1，

黄体酮浓度为 2，5，10 ng·mL －1。测定并计算方法

回收率及日内，日间精密度。低、中、高浓度的标准

血浆 3 次测定的平均方法回收率( n = 5 ) 为 91. 8%
以上; 日 内 RSD 为 1. 5% ～ 4. 3%，日 间 RSD 为

2. 9% ～7. 2%。结果见表 1。
5. 4 提取回收率试验 同上法制备低、中、高 3 种

浓度( 2，5，10 ng·mL －1 ) 的标准血浆，依法测定，计

算峰面积比 As /Ai ( 1) ; 另外配制相同浓度的对照品溶

液，甲醇挥干，复溶液溶解进样，依法测定并计算峰

面积比 As /Ai ( 2)。将 As /Ai ( 1) 值与相应浓度对照品溶

表 1 方法回收率及精密度( n =5)

Tab 1 Method recovery and within － day，

day to day precision

加入量

( added)

/ng·mL －1

实测值

( found)

/ng·mL －1

方法回收率

( method recovery)

/%

日内

( intra － day)

RSD /%

日间

( inter － day)

RSD /%

2 2 ±0. 03 100. 7 ± 11. 67 4. 3 7. 2

5 4. 69 ± 0. 28 94. 70 ± 7. 34 2. 8 3. 8

10 9. 18 ± 0. 11 91. 80 ± 10. 41 1. 5 2. 9

液的 As /Ai( 2) 值进行比较，即得到提取回收率( As /
Ai ( 1) /As /Ai ( 2) × 100% ) 。低、中、高 3 种浓度平均提

取 回 收 率 ( n = 3 ) 分 别 为 91. 53%，84. 24%，

89. 26% ; RSD 分别为 9. 78%，11. 62%，10. 90%。
5. 5 基质效应的考察 取空白血浆，按“血浆样品

前处理与测定”项下的方法处理，加入不同浓度的

黄体酮对照品溶液，挥干，加入 25 ng·mL －1内标溶

液 200 !L 复溶，相当于黄体酮样品浓度( 2，5，10 ng
·mL －1 ) ，每个浓度进样 5 次，分别记录样品或内标

峰面积为 A1 ; 另取不同浓度的对照品溶液，挥干，加

入 25 ng·mL －1内标溶液 200 !L 复溶，相当于上述

样品浓度，每个浓度进样 5 次，分别记录样品或内标

峰面积为 A2。结果见表 2。
表 2 基质效应的考察结果( n =3)

Tab 2 Ion supression relative recovery

样品

( sample)

浓度( concentration)

/ ng·mL －1

A1

( mean ± s)

A2

( mean ± s)
A1 /A2 /%

黄体酮

( progesterone)

2 11726. 5 ±25. 17 13541 ± 2. 86 86. 6

5 30166. 8 ±30. 93 30158 ± 24. 31 100

10 48135 ± 62. 55 50226 ± 16. 07 95. 8

内标

( internal standard)

10 31375. 6 ±16. 50 35451. 4 ±18. 07 88. 5

5. 6 稳定性考察试验 低、中、高 3 种浓度的标准血

浆，分别于配好后立即处理( 即冻融 0 次) ( 1) ，进样

放置 8 h ( 2) ，反复冻融 3 次( 3) 后处理，依法测定。
测定结果稳定，表明样品稳定性良好，结果见表 3。

表 3 稳定性考察试验

Tab3 Storage stability data

处理方式

( process mode)

2ng·mL －1 5ng·mL －1 10ng·mL －1

测得响应值( mean observed value ) ，As /A i

立即处理

放置 8 h

反复冻融

( 1) 0. 1569 1. 3789 2. 6830

( 2) 0. 1582 1. 3834 2. 6815

( 3) 0. 1487 1. 3655 2. 6698

mean 0. 1546 1. 3759 2. 6781

RSD /% 3. 33 2. 47 1. 07
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5. 7 质量控制

精密量取空白血浆 500 μL，按“4”项下方法处

理，配制浓度分别为 2，5，10 ng·mL －1的质控样品，

均匀分布在未知样品测试顺序中测定，并用随行标

准曲线计算方法回收率，测得低、中、高 3 种浓度质

控样品在 5 个批次的方法回收率平均值在 99. 51%
～101. 1% ( n = 3) 。结果见表 4。结果表明，建立的

LC － MS /MS 方法用于血浆中微量药物的浓度检测，

具有专属性强，灵敏度高，准确性好的特点。达到了

生物样品分析方法的验证要求。
表 4 黄体酮方法学质量控制试验结果

Tab 4 Quality control samples

2

ng·mL －1

5

ng·mL －1

10

ng·mL －1

1 93. 6 88. 7 92. 5

2 104. 2 108. 1 112. 2

3 93. 7 97. 6 112. 2

4 96. 0 110. 8 86. 8

5 110. 0 96. 4 101. 8

平均值( mean) 99. 5 100. 3 101. 1

RSD /% 7. 3% 9. 0% 11. 3%

6 方法应用

由于黄体酮属抗体内天然存在的 1 种孕激素，

故采用犬卵巢摘除术，并测定给药零时犬体内的黄

体酮浓度以对给药后浓度作以校正，可有效地避免

内源性黄体酮的干扰。
取 Beagle 犬 4 只，以黄体酮口服琪宁胶囊为试验

药品，按5. 34 mg·Kg －1单剂量灌胃给药，于给药前与

给药后 5，10，20，30 min 和 1，2，4，6，8，10，12，24，48，

72 h 时间点取血 2 mL，肝素抗凝，于 3000 r·min －1条

件下离心 10 min，取血浆 500 μL，照“4”项下方法处

理和测定，计算血药浓度，绘制药时曲线，将 4 组数据

平均结果用药动学软件( DAS 2. 1. 1) 进行数据分析，

评价该 UPLC － QTrap 方法用于体内测定的可行性。
黄体酮胶囊剂给药后的药时曲线见图 3。按单室模

型和二室模型拟合，R2 分别为 0. 5760 和 0. 9938。按

二室模型( 权重为 1 /C2 ) 处理后的药动学参数见表 5。

图 3 犬灌胃给药琪宁后血药浓度经时变化曲线( n = 4)

Fig 3 The concentration of progesterone determined in plasma of differ-

ent time after po progesterone in dog

表 5 犬灌胃给药琪宁后药动学参数( n =4)

Tab 5 Pharmacokinetics parameters afterintragastric

administration

参数( parameter) 平均值( mean)

t1 /2α /h 5. 712

t1 /2β /h 32. 173

AUC ( 0 － t) /ng·h·mL －1 149. 121

AUC ( 0 － ∞ ) /ng·h·mL －1 242. 813

K10 /1 /h 0. 032

K12 /1 /h 0. 078

K21 /1 /h 0. 039

Ka /1 /h 2. 244

t1 /2Ka /h 2. 214

T lag /h 2. 515

Tmax /h 1. 250

Cmax /ng·mL －1 23. 851

7 讨论

7. 1 色谱及质谱条件的选择 现有文献多采用以

70∶ 30 或 80∶ 20 比例的甲醇 － 水作为流动相。作者

在研究中发现 90∶ 10 为比例的甲醇 － 水作为流动相

时色谱分离度更好，质谱响应值最高。并由于黄体

酮属弱碱性药物，符合正离子模式检测，因此在水相

中加入了 0. 1 % 甲酸以便于待测物离子化。此外，

有文献报道［16 ～ 20］采用 ESI 源检测黄体酮，但作者发

现黄体酮为低极性物质，采用 ESI 源检测响应值会

降低，以采用 APCI 源检测为宜。
7. 2 血浆样品前处理方法 涉及血浆中黄体酮液

液萃取前处理方法的文献多采用乙酸乙酯、环己烷

或正己烷等试剂进行萃取，处理烦琐，提取回收率不

理想。本文采用乙醚提取黄体酮，简化了样品前处

理过程，提高了提取回收率。
7. 3 方法应用评价 本文应用 LC － MS /MS 方法

对黄体酮 Beagle 犬口服给药的药时曲线进行了测

定，结果表明，琪宁胶丸 Tmax 出现在( 1. 250 ± 0. 50 )

h，这与文献报道的人体口服琪宁胶丸 Tmax ( 1. 78 ±
0. 80) h［21］基本相符。通过测定犬血浆药物浓度发

现，黄体酮在胃肠道内较快被吸收进入体循环。可

能由于肝肠循环的作用，口服制剂给药后出现了第

2 个峰，这与文献报道的人体吸收情况［21］吻合。按

单室模 型 和 二 室 模 型 拟 合，R2 分 别 为 0. 5760 和

0. 9938。其中二室模型拟合度更高，与文献报道［21］

相吻合。说明建立的 LC － MS /MS 方法用于血浆中

微量药物的浓度检测，具有专属性强，灵敏度高，准

确性好的特点。达到了生物样品分析方法的验证
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要求。
8 小结

综上所述，本文建立的 LC － MS /MS 分析方法

有望满足黄体酮各种新剂型体内药代动力学研究的

需要。
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